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緒　言

　骨肉腫は 10～20 代に好発する悪性骨腫瘍であり、その発生頻度は 1～2 人/100 万人といわれている。化学療法の導
入前は患肢切断術が基本であったが長期生存は 10％程度であった。化学療法の導入により長期生存率が著しく改善さ
れ、近年では肺転移のない症例における 5 年生存率は 60～70％と報告されている。一方、初診時に肺転移を有する症
例では 5 年生存率は 15～35％と報告されており、肺転移症例では依然として予後不良である。したがって、骨肉腫の
治療において全身治療による肺転移の制御が非常に重要といえる。しかし、化学療法に用いる抗腫瘍薬はメソトレキセ
ート、シスプラチン、ドキソルビシン、イフォスファミドを中心としたものから発展がなく新しい薬剤の開発が望まれ
る。
　分子標的治療は、がん増殖や生存に起因する特定の分子を標的とする治療薬で、正常組織へ与える影響も少なく近年
注目を浴びている。他のがん種では分子標的治療が確立されてきており、治療薬の臨床での有用性も確認されている。
近年、軟部肉腫に対する分子標的治療が開発され、臨床で用いることができるようになってきたが、骨肉腫に対する分
子標的治療の研究はまだ十分ではなく、臨床で使用できる分子標的薬はない。
　Glycogen Synthase Kinase 3β（GSK-3β）は糖代謝や細胞分化などの機能を制御する分子であるが、大腸癌など，
多くのがん種で細胞増殖に関わることが明らかにされている。本研究の目的は、骨肉腫における GSK-3β 阻害薬の有
効性、有用性を検討することである。

方　法

１．In vitro 実験
１）骨肉腫細胞における GSK-3β の発現
　ヒト骨肉腫細胞株 HOS、MG63、143-B、Saos-2、ヒト骨芽細胞株 hFOB 1.19 における活性型 GSK-3β の発現を
Western blotting で評価した。
２）骨肉腫細胞に対する GSK-3β 阻害薬の効果
　ヒト骨肉腫細胞株、ヒト骨芽細胞株 hFOB 1.19 を GSK-3β 阻害薬（AR-A014418，SB-216763）で処理し、WST-8
assay、BrdU ELISA、TUNEL imaging assay で評価した。
　次に、siRNA により骨肉腫細胞における GSK-3β を特異的に阻害し、細胞増殖とアポトーシス誘導を WST-8
assay、TUNEL imaging assay により評価した。また、GSK-3β 阻害薬による骨代謝への影響を評価するため、GSK-3β
阻害薬投与後の β-catenin 発現を Western blotting analysis、TOP/FOP flash、Immunofluorescent staining により評
価した。

２．In vivo 実験
　ヌードマウスの脛骨にヒト骨肉腫細胞株 143-B 細胞を移植することにより骨肉腫モデルを作製した。GSK-3β 阻害
薬（AR-A014418, SB-216763）2 mg/kg の腹腔内注射を週 3 回、5 週間行い、コントロール群のマウスには DMSO を
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腹腔内注射した。腫瘍体積は 0.5×（短径）2×（長径）で算出し、継時的な体積の変化を評価した。また、8 週の時点
でマウスを屠殺して腫瘍を切除し、重量を測定し、切除した腫瘍組織については病理学的に評価した。

結　果

１．In vitro 実験
１）骨肉腫細胞における GSK-3β の発現
　骨肉腫細胞と骨芽細胞における GSK-3β の発現を比較したところ、骨肉腫細胞では活性化型である pGSK3βTyr216
の高い発現を示した。一方、骨芽細胞では不活性化型である pGSK3βSer9 の高い発現を示した。
２）骨肉腫細胞に対する GSK-3β 阻害薬の効果
　骨肉腫細胞を GSK-3β 阻害薬（AR-A014418, SB-216763）で刺激したところ、GSK-3β 阻害薬は用量依存的、時間依
存的に腫瘍細胞の viability を低下させた。

図 1． GSK-3β 阻害薬と細胞増殖（AR-A014418）
AR-A014418 処理後の細胞増殖。WST-8 で評価した。　　　　　　　　　　　
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図 2． GSK-3β 阻害薬と細胞増殖（SB-216763）　　　　　　　　　　　　　　　　　
SB-216763 処理後の細胞増殖。WST-8 で評価した。

　一方、骨芽細胞 hFOB1.19 への影響はわずかであった。96 時間の時点での AR-A014418 の IC50 は HOS 細胞で
12.4μmol/L、143-B 細胞で 11.7μmol/L、MG-63 細胞で 16.0μmol/L、SaOS2 細胞で 14.6μmol/L であった。また，
SB-216763 の IC50 は HOS 細胞で 10.5μmol/L、143-B 細胞で 17.1μmol/L、MG-63 細胞で 14.3μmol/L、SaOS2 細胞で
21.9μmol/L であった。骨肉腫細胞において、GSK-3β 阻害薬は BrdU 陽性の増殖細胞を有意に減少させた。また、骨
肉腫細胞において GSK-3β 阻害薬は TUNEL 陽性の細胞を有意に増加させたが、骨芽細胞では有意な増加を認めなか
った。
　RNA 干渉により GSK-3β 発現を低下させたところ、骨肉腫細胞における細胞増殖は低下し、アポトーシスは増加し
たが、骨芽細胞における有意な変化は認めなかった。これらの結果から、GSK-3β の発現と活性は骨肉腫細胞におけ
る細胞の増殖に関与しており、骨肉腫の治療標的となる可能性が示唆された。
　また、Wnt/β-catenin 経路への GSK-3β 阻害薬の作用を見るために骨肉腫細胞における β カテニンの発現を評価
し、GSK-3β 阻害薬処理後の β カテニンの変化を観察したところ、骨肉腫細胞において β カテニンのリン酸化を認
め、GSK-3β 阻害薬は GSK-3β のリン酸化を抑制した。
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図 3． 骨肉腫細胞における Wnt/β-catenin pathway　　　　　　　　　　　　　
Western blotting analysis で評価した。

２．In vivo 実験
　143-B 細胞を同所性に移植したマウスにおいて、GSK-3β 阻害薬（AR-A014418, SB-216763）の副作用、腫瘍抑制効
果を評価した。腫瘍体積の評価において、GSK-3β 阻害薬は治療開始から 2 週以降で有意な腫瘍増殖抑制を示し、切
除した腫瘍重量においても有意な抑制効果を認めた。
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図 4． GSK-3β 阻害薬による腫瘍抑制効果
骨肉腫モデルマウスにおける GSK-3β 阻害薬処理後の腫瘍体積と腫瘍重量。

　また、マウスの体重評価では、GSK-3β 阻害薬（AR-A014418，SB-216763）による明らかな副作用は見られなかっ
た。各群のマウスにおいて肺転移は見られなかった。

考　察

　骨肉腫に対する治療は、シスプラチンやアドリアマイシンを代表とする抗がん剤治療と手術療法が標準的だが、抗が
ん剤に抵抗性の症例や、抗がん剤の強い副作用により投与を中止しなければならない症例も多く、新規治療薬の開発が
望まれている。近年、様々ながん種において分子標的治療薬の開発が進み、一部の腫瘍においてその有用性を示してい
るが、骨肉腫に対する分子標的治療は未だ確立されていない。
　GSK-3β は前立腺癌、大腸癌、膵癌、胃癌、肝細胞癌、卵巣癌など様々な癌種の増殖に関与することが報告されて
おり、GSK-3β 阻害薬が神経膠芽腫、大腸癌において in vitro、in vivo ともに抗腫瘍効果をもつと報告されている１,２）。
さらに、膵癌でも GSK-3β 阻害薬がゲムシタビンの作用を増強させることも報告されている３）。これまでに GSK-3β
阻害薬による骨肉腫細胞のアポトーシスや in vivo での効果に関する報告はなく、本研究においてはじめて骨肉腫にお
ける抗腫瘍効果をもつことを示し、この結果は骨肉腫の新規治療薬としての可能性を示唆するものと考えられる。
　GSK-3β は Wnt/β-catenin 経路に関与しており、GSK-3β を阻害することで Wnt/β-catenin 経路が亢進し、骨新
生が促進されると報告されている。４） 骨肉腫では腫瘍細胞により骨組織が破壊されるが、GSK-3β 阻害薬により、破
壊された骨において骨新生が亢進すれば骨切除範囲を縮小でき、結果として手術後の良好な患肢機能が期待できると考
えられる。
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